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Abstrakt 
 
Formålet ved studiet var at studere de effekter en kort pulseksponering til en organofosfat med en 
høj koncentration kunne have på en ikke mål organisme, og om eksponeringen havde en forsinket 
effekt på reproduktion, overlevelse, pardannelse og indvirkede på perioden til første reproduktion. 
Til dette blev pesticidet dimethoat valgt på baggrund af dets almene brug som insekticid i EU og 
USA og ferskvandsamfipoden H. azteca valgt da dens habitat stadig eksponeres for dimethoat. Et 
akut toksicitet forsøg med koncentrationerne; 0, 300, 600, 1200, 2400, 4800, 10000 µg/L testede 
LC50 og EC50. Resultaterne af denne akut toksicitet test gav en LC50 på 5642,92 til 9563.4µg/L og 
en EC50 på 2068.51 til 3296,66 µg/L efter 48 timer for H. azteca i tre aldersgrupper 8, 21 og 34 
dage gamle. Der blev også observeret langtidseffekter via et forsinket effekt forsøg, hvor tre 
aldersgrupper 8, 22 og 31 dage af H. azteca blev eksponeret til et integreret koncentration på 
henholdsvis 2400 µg/L  i en time og 100 µg/L  over 24 timer. Forsøget viste indvirkning på 
reproduktion og overlevelse. Efter en times eksponering af dimethoat med en koncentration på 2400 
µg/L kunne påvises en signifikant (p = 0,003) forskel på reproduktionsantallet mellem 
aldersgruppen 22 dage i forhold til kontrollen og eksponeringen 100 µg/L.  
Abstract 
The purpose of the study was to test the effects a short pulse exposure of organophosphate with a 
high concentration could have a non-target organism and see whether the exposure had any delayed 
effects on reproduction, survival, pairing or impact on the time to first reproduction. For this the 
pesticide dimethoate chosen because of its general use as a pesticide in the EU and the U.S. and the 
amphipod H. azteca which habitat are still exposed to dimethoate. H. azteca in three age groups 8, 
21 and 34 days old was selected for the acute toxicity tests with the concentrations; 0, 300, 600, 
1200, 2400, 4800 and 10000 ug / L. The results of the acute toxicity test was an LC50 from 5642.92 
to 9563.4μg / L and an EC50 from 2068.51 to 3296.66 µg /L after 48 hours exposure to dimethoate. 
The long-term effects of dimethoate was also observed and three age groups 8, 22 and 31 days of H. 
azteca were exposed to an integrated concentration of 2400 µg/L for one hour , and 100 µg/L over 
24 hours. The experiment showed effects on reproduction and survival. After one hour of exposure 
to dimethoate a significant difference (p = 0.003) was observed  in age group 22 days  in the 
reproduction when compared to the control and exposure concentration 100 µg/L.  
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Introduktion 
 
Pesticider er kemikalier, der er giftige for levende organismer. Benyttelse af pesticider har skabt 
alvorlige bekymringer, deres anvendelse kan have flere negative økologiske virkninger, herunder 
kortsigtede og langsigtede ændringer i den normale funktion af et økosystem. På trods af mange 
undersøgelser vedrørende skæbne og toksiciteten af pesticider er der mangler i forskningen og 
usikkerhed i forudsigelserne af de langsigtede sundhedsmæssige og miljømæssige konsekvenser. 
Denne usikkerhed skyldes ikke mindst modstridende resultater i litteraturen, diskussioner blandt 
forskere og det store offentlige fokus på pesticider og den fare, de udgør for miljøet (Damalas og 
Eleftherohorinos, 2011). Laboratorieundersøgelser har vist, at pesticider kan have negative akutte 
eller kroniske effekter for både ferskvands- og brakvandsarter, og der er en voksende bekymring 
for, at pesticider udgør en alvorlig trussel for vådområder, der udsættes for pesticider direkte eller 
via nedbørsafstrømning fra landbrugsarealer (Roast et al., 1998, Cold and Forbes, 2004, 
Miljøstyrelsen, 2006). Flygtige pesticider kan forurene luften, og visse pesticider ophobes i vand- 
og jordsystemer (Damalas og Eleftherohorinos, 2011).  
 
Store dele af de pesticider, som landbruget anvender, når aldrig deres målorganismer, men bliver i 
stedet spredt gennem luft, jord og vand. Pesticider frigivet i miljøet påvirker ikke kun de lokale 
systemer, men påvirker også større områder gennem den afstrømning af pesticider, som stammer fra 
landbruget, hvilket gør forureningen svær at styre (Roast et al., 1998, Wan, 2013).  Pesticider bliver 
som andre kemikalier udledt fra en række kilder heriblandt landbruget, industrien og private hjem. 
Pesticidernes skæbne er afhængig af pesticidernes kemiske og fysiske egenskaber, og miljøet de 
ledes ud i, samt egenskaberne af eventuelle nedbrydningsprodukter og den transformation pesticidet 
gennemgår i miljøet fra både biologiske og abiotiske faktorer (Walker et al., 2006).   
 
Den stigende verdensbefolkning betyder, at der i 2050 vil være næsten 10 milliarder mennesker på 
jorden (Saravi og Shokrzadeh, 2011). Pesticider har foruden en vigtig rolle i den økonomiske drift 
af landbrug, skovbrug og andre beslægtede industrier også en væsentlig betydning i forbindelse med 
sundhedsbeskyttelse af mennesker og dyr over for skadedyr og sygdomme (Wan, 2012, Saravi og 
Shokrzadeh, 2011). Det er blevet estimeret, at mellem 20 til 40 % af verdens madproduktion går 
tabt pga. skadedyr, ukrudt og sygdom. Dette tab ville fordobles ved et forbud mod eksisterede 
pesticider, samtidig ville prisen på fødevarer stige signifikant (Saravi og Shokrzadeh, 2011).  
 
I naturen forekommer eksponeringer i pulser, som ledes ud i miljøet. Disse pulser karakteriseres 
oftest som diskontinuerte og er oftest kortvarige udledninger, dette fører som oftest til korte høje 
5 
 
koncentrationer af pesticider i vandmiljøet tæt på udledningen (Andersen et al., 2006, Reinert et al., 
2002). Effekter af sådanne eksponeringer kan være kumulative eller reversible. Kumulativ 
eksponering er, hvor der ikke har være observeret en forskel i pesticidets toksicitet mellem 
tidsvarierende, gentagende og/eller kontinuerlige eksponeringer. Denne type af eksponering 
forbindes med stoffer, som har en langsom udskillelseskonstant over tid eller med stoffer, der har 
langsomme reversible eller irreversible virkninger. Reversibel eksponering er, hvor den udsatte 
organisme går tilbage til en præeksponeringstilstand efter eksponeringen, hvilket betyder at 
tidsvarierende eksponeringstests kan give mere realistiske estimater af virkningerne forbundet med 
udsættelse (Reinert et al., 2002). Konsekvenserne af tidsvarierende eller gentagne 
pulseksponeringer varierer. Undersøgelser har vist, at en kort pulseksponering til dimethoat kan 
have konsekvenser for krebsdyr af arten D. magna, der er mindre end 24 timer gamle. Det blev 
observeret, at en eksponering til dimethoat ved koncentrationerne 30 mg / L i 2,4 timer og 10 mg / L 
i 4,8 timer resulterede i 50% immobilisering (Andersen et al., 2006). Undersøgelsen viste også, at 
en pulseksponering til dimethoat kan forårsage en signifikant reduktion i den gennemsnitlige 
kropslængde på krebsdyret D. magna og et signifikant færre antal afkom i mindst 21 dage efter 
eksponeringen, en forsinkelse i tiden til første reproduktion, samt forårsage immobilisering af 
krebsdyrene. Gentagen pulseksponering viser markant øget dødelighed hos dyr, der formentlig ikke 
havde kommet sig efter den første pulseksponering (Andersen et al., 2006). 
 
 
Pesticiders virkning på andre organismer som akvatiske arter betragtes oftest på baggrund af 
økotoksikologiske tests. Disse forløber typisk over minimum en 24 timers periode, hvorefter de 
akutte effekter af pesticidet bestemmes (Cold and Forbes, 2004). Traditionelle test for pesticider på 
akvatiske organismer anvendes til at beskrive et kemikalies toksiske effekter og er baseret på 
kontinuerlige eksponeringer af forsøgsorganismerne i et bestemt tidsperiode, der er som oftest tager 
udgangspunkt i organismens livscyklus frem for eksponeringsformerne i naturen (Miljøstyrelsen, 
2006, Andersen [et al.], 2006).  
 
Det vil sandsynligvis være korte pulse af pesticider, som populationer af akvatiske organismer vil 
blive udsat for, når de bliver eksponeret. Disse pulseksponeringer kommer som følge af 
pesticidbrug, overfladeafstrømning eller dræning fra marker, og pesticider med kort halveringstid i 
miljøet kan også udvise puls lignende adfærd, hvis de tilføres vandmiljøet (Kuo et al., 2012, Cold 
and Forbes, 2004, Reinert et al., 2002, Andersen et al., 2006). Eksponeringsperioderne kan strække 
fra et par minutter til flere dage afhængigt af egenskaberne af pesticidet og egenskaberne i 
vandområdet (Cold and Forbes, 2004, Andersen et al., 2006, Reinert et al., 2002). De mest anvendte 
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økotoksikologiske tests tager ikke højde for de langsigtede efterfølgende virkninger af en 
eksponering af kortere varighed (Cold and Forbes, 2004, Reinert et al., 2002). Både standard akutte 
og kroniske tests bruger metoder, hvor koncentrationer af eksponeringen er konstant, og disse tests 
er ikke designet til at vurdere virkningerne af uregelmæssig eksponering eller muligheden for 
forsinkede effekter (Pedersen et al., 2013). 
 
Organofosfater 
 
Organofosfater (OP) hører til en bredere gruppe af kemikalier, hvor størstedelen bruges som 
pesticider, mens andre anvendes som nervegas, flammehæmmer, og parasiticider i 
veterinærmedicin. De forskellige OP-forbindelser har strukturelle ligheder inden for gruppen og alle 
OP fælles træk. De har alle et fosforatom og en karakteristisk fosforyl binding (P = O) eller 
thiofosforyl binding (P = S). Basalt er OP-forbindelser estere af fosforsyre med forskellige 
kombinationer af oxygen, karbon, svovl eller nitrogen bundet. OP-forbindelserne har et kompleks 
klassificeringssystem, hvor kompleksiteten af klassificeringen opstår på grund af de forskellige 
sidegrupper, som er knyttet til fosforatomet, og positionen i kæder, hvor sidekæderne er tilknyttet. 
Substituent grupperne på en OP-forbindelse bestemmer dets fosforyleringsegenskaber, det vil sige 
fosfors evne til at binde til andre organiske molekyler. Denne egenskab er afhængig af fosforen i 
OP-forbindelsens evne til at tiltrække og acceptere elektroner, altså fosforatomets elektrofilicitet 
(Mileson, 1998, Gupta, 2006). 
 
 
 
 
 
 
Figur 1 viser en generel struktur for organofosfater, der bruges til insekticid, hvor R er enten methyl 
eller ethyl; R' er enten methoxy, ethoxy, ethyl, phenyl, amino, substitueret aminothio eller alkylthio, 
X er et passende molekyle, der kan forlade insekticidet med et par elektroner i heterolytisk 
spaltning; det dobbelt bundne oxygen kan erstattes med et svovl (Fukuto, 1990).  
 
Organofosfaters primære mekanisme på dyr og derved også deres funktion som insekticid er 
hæmningen af acetylcholinesterase (AChE). Acetylcholin (ACh) er en vigtig del af nervesystemet. 
ACh er en neurotransmitter, som muliggør den kemiske kommunikation mellem en nervecelle og en 
målcelle. Hæmning af AChE resulterer i ophobning af ACh og en forlængelse af virkningen af ACh. 
Figur 1 Generel struktur for organofosfater 
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Denne forlængede virkning kan medføre ufrivillige muskelsammentrækninger, glandulær sekretion 
og ved høje koncentrationer paralyse og til sidst død. Organofosfaters hæmning af AChE kan vare 
fra timer til dage eller endda uger (Mileson, 1998, US EPA, 2000). 
Acetylcholin opbevares i vesikler ved nerveenden og frigives i den synaptiske kløft. Den frigivne 
ACh binder derefter til receptorer på den postsynaptiske membran, hvis stimulering giver 
muskelsammentrækning eller signal til nervefiber, hvilket sker indenfor 2 til 3 msek. Denne 
reaktion afbrydes ved, at ACh bliver hydrolyseret af enzymet acetylcholinesterase (AChE). AChE 
spiller således en rolle som et reguleringsmiddel, der nedsætter mængden af ACh. Dette enzym 
katalyserer hydrolyse af ACh i eddikesyre og cholin, som ikke forårsager stimulering. Strukturen af 
AChE har tre funktionelle steder, et perifer, et esteratisk og et anionisk. Bindingen mellem AChE og 
ACh forgår ved en elektrostatisk tiltrækning mellem den positive ladning på nitrogen atomet i ACh 
og den negative ladning i enzymets anioniske sted. Dette resulterer i et enzymkompleks, hvor serine 
hydroxyl bliver acetyleret gennem en katalysering i det esteratiske sted på enzymet, hvilket fører til 
en acetylering af enzymet og frigiver cholin. Efterfølgende finder en deacetylering sted, hvilket 
resulterer i dannelsen af eddikesyre og frigivelsen af enzymet (se figur 2) (Fukuto, 1990,). 
 
Acetylcholinesterasen hæmmes af OP-forbindelser på en næsten tilsvarende måde, som 
acetyleringen af AChE. Forskellen i de to reaktioner er, at det esteratiske sted på enzymet bliver 
fosforyleret i stedet for acetyleret. Der vil sige, at en fosforgruppe sætter sig på acetylgruppens 
plads CH3CO−. Men i modsætning til acetyleringen, hvor det acetylerede enzym hurtigt 
hydrolyseres og frigiver eddikesyre, så enzymet kan regenere, betyder fosforyleringen, at enzymet 
bliver meget stabilt (Fukuto, 1990). Så længe enzymet forbliver fosforyleret og derfor 
aktivitetshæmmet, akkumuleres ACh i synapser og neuromuskulære junctions, hvilket som tidligere 
nævnt fører til overstimulering af ACh receptorer. Denne fosforylering kan vare i timer, dage eller 
endda uger, hvis "aging" er opstået. Aging indebærer dealkylering af den bundne hæmmer og 
styrkelse af fosfor-enzymbindingen. Hastigheden af denne ”aging” varierer afhængigt af OP-
forbindelsen (Mileson, 1998).  
Figur 2 Hydrolysis af acetylcholine via acetylcholinesterase (Lam, 2013) 
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Organofosfat (OP) forbindelser gennemgår biotransformering efter optagelse i kroppen. OP er for 
det meste lipofile forbindelser, hvilket gør optagelse gennem insekt ydre lettere. Metabolitterne, 
som kan blive dannet gennem biotransformering af OP forbindelser, kan have en væsentligt ændret 
toksicitet i forhold til de oprindelige OP. De fleste af OP, undtagen fosfater og fosfonater, har i deres 
rene ikke metaboliserede tilstand ingen eller meget lavt hæmningspotentiale imod AChE, men 
under betingelserne i vivo kan deres anticholinesterase aktivitet øges betydeligt, da OP 
forbindelserne kan blive aktiveret. OP forbindelser kan blive aktiveret igennem metabolisk 
transformering, samt omdannes til andre aktive forbindelser, som kan være toksiske. 
Detoksificering af OP forbindelser omfatter deres biotransformering til ikke toksiske metabolitter. 
Det er også igennem detoksificering og nedbrydning af OP forbindelser i kroppen via 
metabolismen, at OP bliver aktiveret og i sidste ende detoksificeret. Biotransformation af OP-
forbindelser kan resultere i meget mere giftige metabolitter end selve OP forbindelsen, også selvom 
mængden af metabolitter dannet i disse reaktioner er lavere end selve OP forbindelsen. Dette gør 
dem meget betydelige ud fra et toksikologisk aspekt (Jokanović, 2001). 
 
Metabolismen af OP-insekticider omfatter mange reaktioner, som kan opdeles i to faser. Fase I 
dækker oxidation, reduktion og hydrolyse reaktioner, i fase II konjugeres mellemprodukter fra fase 
I. I fase I reaktioner tilføjes yderligere grupper, disse grupper er enten polære, såsom hydroxyl (-
OH), karboxyl (-COOH), thiol (-SH), amino (-NH2) eller reaktive grupper såsom epoxider. I fase II 
finder konjugationsreaktioner sted, og metabolitter fra fase I bliver konjugeret med endogene 
substrater, såsom glucuronider, sulfater, acetater og aminosyrer, hvilket resulterer i hydrofile 
produkter, der let kan udskilles i urinen (Jokanović, 2001). 
 
Biotransformering af toksiske OP forbindelser til aktive metabolitter sker gennem fem vigtige 
reaktioner: Oxidativ afsvovling af thiofosfat til fosforforbindelser; oxidation af sulfid-gruppe til 
sulfoxider eller sulfoner; oxidation af amid grupper danner N-oxider eller N-dealkyleret 
forbindelser; hydroxylering af alkylgrupper danner cyklisk fosfatestere eller ketoner; samt 
forskellige ikke oxidative reaktioner (Jokanović, 2001). 
 
Rene organofosfater med en phosphordithioat struktur, såsom malathion, dimethoat og azinphos er 
svage hæmmere af AChE på grund af den dårlige elektrontiltrækkende evne hos svovlatomet, som 
er direkte bundet til fosfor (P=S). De tilsvarende oxidative analoger (P=O) mellem disse 
forbindelser er meget giftige anticholinesterase forbindelser. Aktiveringen af phosphorthioater, 
phosphordithioater og phosphonothiolothionater i insekter og pattedyr sker gennem oxidativ 
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afsvovling. De tre vigtigste elementer i denne reaktion er mikrosomale monooxygenaser (MO), og 
især cytokrom P450-systemet (P450) og flavin-indeholdige monooxygenaser (FMO).  
 
Dimethoat 
 
Dimethoat er et organofosfat og et organisk insekticid, der virker ved kontakt gennem absorbering 
ved indtagelse, indånding og hudkontakt og ved systemisk brug, det har været brugt ind til for nylig 
i Danmark og er stadigvæk i brug i største delen af EU, samt USA (IUPAC, 2014). Brugen af 
dimethoat blev forbudt i Danmark i sep. 2013, men salget af Dimethoat blev forbudt i sep. 2012. 
(Stofbekendtgørelsen, 2014). Det blev indført i 1950’erne og er produceret i mange lande til 
anvendelse mod en bred vifte af insekter i landbruget (Inchem, 1989).  
Dimethoat hører til gruppen af organophosphorothioater kaldet phosphorodithioate, hvor fosfor er 
bundet til to oxygenatomer og to svovlatomer, hvoraf et er dobbeltbundet (se figur 3).  
 
 
Figur 3 Dimethoat struktur (O,O-dimethyl-S-[2-(methylamino)-2-oxoethyl]-phosphordithioat) (Dimethoat 2013) 
 
Dimethoxon er en oxidativ analog og metabolit af dimethoat, og ser ud til at spille en dominerende 
rolle i sin toksicitet for insekter og pattedyr. Dimethoxon selv er også brugt som et insekticid, kendt 
som omethoat (Inchem, 1989). 
 
Metabolisme 
Resultaterne af in vitro og in vivo undersøgelser viste, at hovedmetaboliske veje for dimethoat er 
hydrolyse og oxidation (Hassan et al., 1969, Lucier & Menzer, 1970). Toksiciteten af dimethoat i 
forhold til dyr afhænger af dets omdannelse til ilt analog [O, O-imethyl-S-(N-
methylcarbamoylmethyl) phosphorthiolat], som er den eneste cholinesterase hæmmende metabolit 
af dimethoat, der er identificeret som at være en toksisk metabolit. Foruden ilt analogen er tre 
yderligere cholinesterase hæmmende metabolitter blevet isolerede fra dyr, som er blevet teoretiseret 
til at være N-hydroxymethyl derivater. Disse N-hydroxymethyl metabolitter kan på grund af deres 
egenskaber til at igangsætte en oxidativ demethylering af N-methylamid være giftige, da de kan 
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omdannes til forbindelser, hvor fosfor er bundet til ilt (P = O), som har betydelig anticholinesterase 
aktivitet (Hassan et al. 1969, Lucier & Menzer, 1970). Studier har vist, at højere niveauer af den 
oxidative metabolit dimethoxon (ilt analogen) (se figur 4) er blevet fundet i insekter end i rotter. 
Dette skyldes, at de enzymer der medierer hydrolyse af carboxyamide binding (reaktion 6 i figur 4) 
er meget mindre effektive i insekter end i pattedyr. In vitro og in vivo studier har vist, at dimethoat 
biotransformeres til P = O analogen via lever cytochrom P-450-systemet (Inchem 1989). 
 
Figur 4 Metabolisk nedbrydning af dimethoat (Watson, M., 2014) 
Figur 4 viser den teoretiske nedbrydning af dimethoat gennem metabolisme i rotter. Nedbrydningen 
er baseret på 2 studier foretaget af Hassan (1969) og Lucier & Menzer (1970), hvor de ved hjælp af 
radioaktivt mærkede karbon, fosfor og nitrogen atomer placeret forskellige steder i dimethoat 
molekylet undersøgte metabolitterne fra rotteforsøg og derved kunne se dimethoats metaboliske 
nedbrydning. I figur 4 illustreres det, at dimethoat opdeles i tre mellem produkter thiodesmethyl, 
thiocarboxy og ilt analogen omethoate (dimethoxon). Omethoate dannes ved oxidativ afsvovling (se 
figur 4 reaktion 3), dette se hos både dyr og planter. Kløvning af C-N-bindingen i thiocarboxy af en 
carboxyamidase udgør en betydelig hydrolytisk reaktionsvej til at producere carboxy derivaten (se 
figur 4 reaktion 2). Thiodesmethyl dannes gennem hydrolyse af dimethoat (se figur 4 reaktion 1). 
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Hydrolytiske reaktioner skaber  både metabolitter af dimethoat og nye metabolitter af de allerede 
dannede metabolitter. Springet fra thiodesmethyl carboxy, thiocarboxy og oxycarboxy forgår 
gennem en sekundær hydrolytisk reaktion, hvor en esterase deler molekylet ved svovl karbon 
bindingen (S-C). Den største del af metabolitterne, som er ikke fosfater, omkring 80 procent, binder 
glucuronsyre som følge af en hydrolyse af S-C bindingerne og udskilles i urinen (Hassan et al., 
1969, Lucier & Menzer, 1970). 
 
Nedbrydning i miljøet: 
Den vigtigste inaktiverende nedbrydning af dimethoat i miljøet sker gennem hydrolyse. I fugtig luft 
bliver dimethoat nedbrudt fotokemisk til hydrolytiske- og oxidationsprodukter. Når dimethoat 
anvendes på planter, bliver dimethoat hurtigt absorberet, men begynder at nedbrydes både på 
overfladen og inde i planten gennem hydrolyse og oxidation. Halveringstiden af dimethoat i 
forskellige planter er mellem 2 og 5 dage (Inchem, 1989). Nedbrydning i jord er afhængig af 
jordtype, temperatur, fugt og pH-niveau. Dette betyder, at dimethoat ikke forbliver i miljøet, men 
nedbrydes. Dens giftighed for vandlevende organismer og fugle er blevet rapporteret til at være 
moderat til høj, men det er meget giftigt for honningbier. (Inchem, 1989). Feltundersøgelser har 
vist, at dimethoat har toksiske virkninger på ikke-målorganismer. Akut toksicitetstest af dimethoat 
på ikke-målorganismer har vist, at flere ferskvands- og marine arter er følsomme over for disse 
pesticider, hvor i blandt krebsdyr er mest følsomme (Roast et al., 1998) og dimethoat har i følge 
litteraturen en stor spredning i koncentrationer, fra 43 til 20000 μg/L, hvor en dødelige effekt (LC50) 
er fundet (Roast et al., 1998, Kuo et al. 2012). Biokoncentrationsfaktoren BCF i akvatiske 
organismer regnes for at være lav (Pubchem, 2013). En undersøgelse fra Canada har dokumenteret, 
at indholdet af dimethoat i afstrømningsvand fra landbrug indeholder gennemsnitligt 9,243 ng/L 
(1,17–17,5 ng/L), men det regnes allerede for skadeligt i miljøet ved 6200 ng/L (Kuo, et al. 2012). I 
en oversigt over pulskoncentrationer af pesticider fundet i vandløb i Fyns, Århus og Nordjyllands 
Amt nævnes koncentrationer på op til 0,7 μg/l dimethoat i vandløb (Miljøstyrelsen, 2006). 
 
Hyalella azteca 
 
Hyalella azteca (figur 5) er en ferskvandsamfipod, der forekommer i søer og vandhuller i det 
centrale og nordlige Amerika. H. azteca er bentiske krebsdyr, som lever af bundliggende detritus. 
De er omnivore og lever foruden af detritus også af levende plantevæv, som eksempelvis grønne 
trådalger (Othman and Pascoe 2001, Copper 1965, US EPA 2000). 
 
H. azteca regnes for at være en ideel laboratorieorganisme til vurdering af toksicitet. Dette er på 
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grund af dens korte levetid, nemme kulturdyrkning og følsomhed over for forurening (Othman and 
Pascoe, 2001). Livscyklus af H. azteca kan opdeles i tre udviklingsstadier, der består af et ungt 
stadie (under 7 dage gamle), som har fem nymfestadier, et juvenilt stadie som har to nymfestadier, 
og et voksenstadie. Varigheden af de forskellige nymfestadier og den alder, hvor H. azteca når 
voksenstadiet er en direkte funktion af miljøforhold (Copper, 1965) (US EPA 2000). Den totale 
levetid af H. azteca er på mellem 12-16 måneder. (Hargrave, 1970) 
 
H. azteca danner par eller amplexus for at reproducere sig. Denne amplexus starter ved, at den lidt 
større han holder fast i hunnen vha. af 
dens forstørrede gnathopod/forben (figur 
5). Parret svømmer og finder føde 
sammen igennem hele denne periode 
(Strong, 1973, US EPA, 2000). Disse 
amplexus er blevet observeret efter H. 
azteca var 23 dage gamle og har en 
varighed på 1-7 dage (Othman and 
Pascoe, 2001). Tidspunktet hvor 
kønsmodenhed indtræffer afhænger af 
temperaturen, men er observeret efter 
19-21 dage (Othman and Pascoe 2001, 
DeMarch, 1978). H. azteca kan 
reproducere sig så ofte som en gang hver 6 dag ved 26 ° C (DeMarch, 1978). Ved hver parring 
undergår hunnerne hamskrift/moulting og frigiver sine æg til et marsupium, hvor de bliver 
befrugtet og opbevaret. Hunnerne bærer på embryonerne, indtil de sidste 1-3 dage før ungerne 
færdig udvikles, hvorefter ungerne er i stand til at leve frit. Der bliver produceret mellem 3 og 30 
unger ved hver parring (DeMarch, 1978). Eksperimenter udført af Othman og Pascoe i 2001 viste, 
at hver hun gennemsnitligt får 9 unger per parring. (Othman and Pascoe, 2001). Tiden mellem hvert 
kuld varierer mellem 10-20 dage ved 20°. 
 
Det gennemsnitlige antal unger per kuld er en funktion af hunnens kropsstørrelse (DeMarch, 1978, 
Copper, 1965). Væksten af H. azteca afhænger af temperaturen og forsøg har vist, at for lave 
temperaturer kan hæmme eller helt standse væksten af amfipoden (Copper, 1965). Andre faktorer i 
miljøet har også effekt på udviklingen af H. azteca. Undersøgelser har vist, at lysperiode, opløst 
oxygen, pH, fødemængde og kvalitet også har indvirkning (Othman and Pascoe, 2001). 
 
Figur 5 Hyalella azteca i amplexus 
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Den amplexus som H. azteca danner spiller en central rolle i den reproduktive cyklus og er 
afgørende for en vellykket reproduktion. Tidligere studier har vist, at de par, som H. azteca danner, 
blev svækket af pesticideksponering (Blockwell et al., 1998, Pedersen al., 2013). Studier viser at 
miljømæssige forandringer inklusive tilstedeværelse af toksiske stoffer forårsager forstyrrelse i 
pardannelsen hos andre amfipoder (Pascoe et al., 1994).   
 
Formål med studiet 
 
Dimethoat er som nævnt en nervegift, som blokerer for transmission af nerveimpulser ved at 
inhibere enzymet acetylcholinesterase (Mileson, 1998, US EPA, 2000, Hassan et al., 1969, Lucier & 
Menzer, 1970). Eksponeringer forekommer i et naturligt miljø som pulser, og sådanne pulser er 
karakteriseret som kortvarige udledninger og diskontinuerte. Dette betyder, at pesticider i 
vandmiljøet oftest observeres som korte høje koncentrationer (Andersen et al., 2006, Reinert et al., 
2002). 
Formålet er at studere de konsekvenser en kort pulseksponering af en organofosfat med en høj 
koncentration kunne have på ikke-målorganismer og om eksponeringen kunne have forsinkede 
indvirkningerne på reproduktion, overlevelse, pardannelse og indvirke på perioden til første 
reproduktion. For at kunne studere dette blev pesticidet dimethoat udvalgt på grund af dets almene 
brug som insekticid i EU og USA og ferskvandsamfipoden H. azteca udvalgt, da dens habitat stadig 
eksponeres for dimethoat. 
Første måtte de akutte konsekvenser ved puls eksponeringer studeres. Dette blev gjort ved hjælp af 
et akut dosis respons forsøg, da observationer af virkningerne af en stigende 
eksponeringskoncentration kunne belyse, om dimethoat kunne have en akut virkning på H. azteca i 
et realistisk eksponeringsscenarie. Dosis respons forsøget gjorde det muligt at finde et niveau af 
dimethoat, hvor effekt kunne observeres uden at være akut dødelig for organismen. 
Anden del af studiet studerede de forsinkede effekter og eventuelle indvirkninger på reproduktion af 
H. azteca som følge af en kort eksponering til dimethoat. For at danne et bredt billede af hvilke 
konsekvenser en puls eksponering kunne have i et naturligt miljø blev tre aldersgrupper af H. azteca 
eksponeret til to koncentrationer. En integreret eksponering med to koncentrationer blev valgt, 100 
μg/L og 2400 μg/l, hvor H. azteca blev eksponeret i henholdsvis 24 timer og 1 time. Ved at studere 
H. azteca’s reaktion på to dimethoat koncentrationer og over forskellige tidsperioder, men med 
samme totale eksponering kan det undersøges om eksponeringstiden, eller om koncentrationen af 
eksponeringen har størst effekt på H. azteca, samt om alderen af H. azteca har betydning for 
effekten af eksponeringen.     
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Metode 
Kultur af H. Azteca 
 
Kulturen hvorfra H. azteca til eksperimenterne blev udtaget stammer fra RUCs egen H. azteca 
kultur. Denne kultur oprinder fra Ghent Universitetet og har været opretholdt på RUC siden 2009. 
H. azteca brugt i eksperimentet blev holdt 19-21 °C i et klimarum, hvor lysindstilling var sat til 16 
timers lys og 8 timers mørke. Kulturen blev holdt i et plastikakvarium på 20 L, hvori der blev lagt 
gazebind som substrat og fodret med kaninfoder (Chrisco, Koege, Denmark). 
Vandet brugt til kulturen og til alle eksperimenterne var en blanding af vandhane vand fra RUC og 
demineraliseret vand (2:1), der var tilsat kunstigt ferskvand (Borgmann, 1996) i ratioen 2:1 
(Pedersen, 2012). 
 
Klargøring af forsøgsorganisme 
 
Reproduktionsforsøgene med H. azteca blev udført i henhold til metoden udviklet af S. Pedersen, 
(2012). Metoden er udviklet for at optimere H. azteca kulturer med henblik på forsøg (Pedersen, 
2012). Metodens formål er, at krebsdyrene har højst mulig overlevelse, størrelse og reproduktion 
under forhold mulige i laboratoriet. 
Til forsøgene blev individer i aldersgruppen 8 (7-9) dage udtaget fra kulturen. Disse blev udtaget 
ved brug af to filtre på henholdsvis 500 µm og 425 µm, ved først at lade dyr udtaget fra kulturen 
svømme gennem 500 µm filtre og derved fjerne alle dyr ældre end 8 (7-9) dage. Herefter frasorteres 
alle dyr under 7 dage gamle ved at lade de tilbageværende dyr svømme igennem filtret på 425 µm. 
Dyrene fanget i 425 µm filtret har så den ønskede alder (US EPA 2000). Efter den ønskede 
behandlingsalder kunne dyrene derefter enten eksponeres eller opbevares under samme forhold, 
som kulturen indtil den ønskede alder var nået. Til dette formål blev et 2 liters bæreglas holdt under 
samme forhold, som kulturen blev opbevaret under. 
 
Akut effekter 
 
Undersøgelsen af de akutte effekter af en pulseksponering af H. azteca til dimethoat blev foretaget 
på baggrund af metoden udviklet af US EPA og OECD (US EPA, 1994, OECD, 2004) til Dafnie. 
Disse metoder ser på EC50 og LC50, hvor af OECD’s metode for immobilisering blev brugt til at 
definere EC50. Krebsdyrene blev observeret 3 gange gennem forsøget efter 1, 24 og 48 timer, hvor 
tilstanden af krebsdyrene kunne bestemmes, hvis dyret ikke bevægede sig fra OECD’s forskrevne 
15 sek. efter forsigtig berøring, blev dyret studeret under lysmikroskop, hvorefter dyrets 
immobilisering eller død blev bestemt. Eksponeringen blev foretaget på H. azteca i tre forskellige 
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aldersgrupper, juvenile 8 dage gamle, yngre 21 dage gamle og voksne 34 dage gamle. En 
koncentrationsrække på 300, 600, 1200, 2400, 4800 og 10.000 μg/L blev valgt på baggrund af 
litteraturen (Roast et al., 1998, Kuo et al., 2012). Hver behandling bestod af replikater af 400 mL 
bæreglas med 200 mL test vand, hvori der til hver blev udtaget og overført 1 individ fra kulturen. 
Hver behandling bestod af 10 replikater per koncentration.  
 
Forsinkede effekter 
 
Undersøgelsen af forsinkede effekter af en pulseksponering af H. azteca til dimethoat blev foretaget 
på baggrund af metoden udviklet af S. Pedersen (Pedersen, 2012). Idet eksponeringen blev foretaget 
på anden baggrund end eksperimentet foretaget af S. Pedersen, blev kun pardannelse, overlevelse, 
reproduktion og tiden til første reproduktion observeret. Disse observationer blev foretaget på H. 
azteca i tre forskellige aldersgrupper, juvenile 8 dage gamle, yngre 21 dage gamle og voksne 31 
dage gamle. På baggrund af det akutte effekt forsøg blev integrerede eksponeringskoncentrationer 
valgt; et hvor en kort høj eksponering på 2400 µg/L over en 1 time og et som en lav 
koncentrationseksponering på 100 µg/L gennem 24 timer. 
Hver behandling bestod af replikater af 400 mL bæreglas med 200 mL test vand, hvori der til hver 
blev udtaget og overført 20 individer fra kulturen. Hver behandling bestod af 6 replikater per 
koncentration.  
Hver af de 6 replikater blev tilsat testmedium indeholdende 0 ug/L, 100 ug/L eller 2400 ug/L 
dimethoat. Pulseksponeringsbehandlingen forløb enten over en time ved koncentrationen 2400 ug/L 
eller 24 timer ved koncentrationen 100 ug/L. Efter eksponering blev alle individer forsigtigt 
overført til en petriskål med rent kulturvand, og derefter overført med så lidt væske som muligt til et 
400 mL bæreglas med 200 mL rent kulturvand med et stk. 5x5 cm gazebind som substrat. Efter 
eksponering blev 50 mL af vandet i hvert replikat udskriftet tre gange om ugen for at undgå 
ophobning af affaldsstoffer i bæreglassene og for at tilføre ilt. Hvert replikat blev tilført ca. 2 gram 
kaninfoder opløst i vand 2 gange om ugen. 
Hvert replikat blev kontrolleret for pardannelse 3 gange om ugen. To par af hvert replikat blev 
forsigtigt overført til et 400 mL bæreglas med 200 mL kulturvand og et stk. 5x5 cm gazebind som 
substrat. Herefter blev hvert bæreglas indeholdende par observeret 2 gange om ugen for 
reproduktion og overlevelse. Ved observation af reproduktion blev parrene overført til et nyt 400 
mL bæreglas med 200 mL vand og et styk 5x5 cm gazebind som substrat, og antallet af unger blev 
talt. Observationerne forløb over 114 dage, hvorefter alle par havde haft 56 dage til reproduktion, 
hvilket ifølge litteraturen skulle være længe nok til at se akut, kronisk og forsinkede effekter i H. 
azteca (Pedersen, 2012).   
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Måling af testkoncentrationer 
 
For at kunne bestemme den præcise koncentration af dimethoat, hvormed de forskellige 
aldersgrupper af H. azteca var eksponeret blev vandprøver udtaget før og efter hvert forsøg. Det var 
dog ikke praktisk at analysere alle vandprøver udtaget fra de to forsøg, derfor blev hver 
koncentrationseksponering opdelt i to og lagt sammen, så hver koncentration fra hver forsøg bestod 
af to samlede vandprøver fra både før og efter eksponeringen. Efter udtagelse blev alle prøver 
frosset, så mindst muligt dimethoat blev nedbrudt. Det akutte eksponeringsforsøg bestod således af 
84 vandprøver, hvor af halvdelen blev analyseret, mens de anden halvdel forblev frosset så 
eventuelle fejl i vandprøverne kunne genanalyseres. Det forsinkede eksponeringsforsøg bestod af 28 
vandprøver, hvoraf kun startprøverne blev analyseret.       
Opkoncentreringen af vandprøverne kontamineret med dimethoat blev opkoncentreret med SPE 
(Solid Phase Extraction). Opkoncentreringen blev gjort ud fra Phenomenex produktvejledning og 
vejledning fra RUCs laboranter. 
Alle vandprøverne blev opkoncentreret vha. Stata-X 33 μm polymeric reversed phase, 30 mg, 3 ml 
tubes (Part. no. 8B-S100-TBJ, Phenomenex) og analyseret på en Agilent GC/MS med en ZB-5HT 
Inferno med 0,18 mm (ID), 20 m (længde) og en tykkelse på 0,18 μm. En intern standard af 
Phenanthrene-d10 på henholdsvis 4 og 10 μg/L blev benyttet som genfindelsesreference, så 
eventuelle tab ved opkoncentrering kunne modregnes. 
Vandekstraheringen af reproduktion og effektkoncentration vandprøverne blev udført på 200 ml og 
akut toksicitet vandprøverne på op til 20 ml. 
Stata-X 33søjlerne blev placeret i en manifold og aktiveret med 2 ml CH2CL2, hvorefter 2 ml H2O 
blev brugt til at skylle eventuelle CH2CL2 rester ud af søjlerne. De henholdsvis 20 ml og 200 ml 
vandprøver, samt 10 ml Int. Std. Phenanthrene D10(53,3µl), som blev tilsat hver prøve, blev suget 
igennem manifolden. Søjlerne med prøverne henstod herefter 15 min med vakuum, for at fjerne så 
meget vand som muligt fra søjlen. 
Derefter blev prøverne opsamlet i reagensglas ved at tilsætte 2x1,5 ml dichlormethan for at eluere 
dimethoat og int. std ud af søjlerne. Prøverne blev derefter GC/MS analyseret. GC/MS 
kalibreringsrækken (se bilag 5). 
 
Måling af pH, oxygen og hårdhed af vand 
 
Temperaturen, pH (pH electrode, HANNA instruments), iltindholdet i vandet (YSI 550 DO) og 
vandets hårdhed (Total Hardness Test, Aquamerck, 1.08020.0001) blev målt under hvert akut 
toksicitet forsøg. 
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 Statistisk og beregninger 
 
Data fra de forsinkede effekt forsøg blev statistisk sammenlignet for se, om der var signifikante 
forskelle i reproduktion mellem de forskellige aldersgrupper. Alle statistiske analyser af data fra den 
forsinkede effekt blev udført på programmet Systat version 12. Data blev analyseret med 2-way 
ANOVA med et 5 % konfidensinterval og testet efter normalfordeling med Kolmogorov–Smirnov 
test og Shapiro-Wilk Test (se bilag 7). 
Programmet R (version 3.0.2) (R, 2014) med add-on pakke DRC (http://www.bioassay.dk/) blev 
anvendt til beregning af EC50 og LC50 værdier fra data samlet gennem det akutte effekt forsøg. 
Andelen af immobiliserede H. Azteca, som blev beregnet som en funktion af koncentration, blev 
analyseret ved hjælp af en log-logistisk dosisrespons model med nedre grænse på 0 og øvre grænse 
på 1 efter nedenstående ligning: 
 
Hvor e er den koncentration, hvor 50% af forsøgsdyrene er immobiliseret eller døde (EC50 eller 
LC50), b er den relative hældning omkring e. Den akutte immobilisering og den akutte toksiske test 
giver binomialfordelt data og dermed data er beskrevet med en model, der antages en binomial data 
fordeling. 
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Resultater 
 
Akut effekter 
 
Akut effekt forsøgene blev udført med formålet at finde EC50 og LC50 værdier for H. azteca ved 
eksponering af forskellige aldersgrupper til dimethoat i forskellige aldersgrupper. Ud fra US EPA’s 
LC50 og OECD’s EC50 metode (US EPA 1994, OECD 2004), som blev brugt til at bestemme dyrene 
tilstand, viste H. azteca ingen indikation på respons til eksponeringen efter 1 time (se bilag 1).  
Efter eksponering i 24 timer estimeredes så en LC50 for aldersgrupperne 21 dage og 34 dage på 
henholdsvis 18236.9 og 19847,2 µg/L (se tabel 1), der blev ikke observeret nogen LC50 værdi for 
dyr i aldersgruppen 8 dage (se bilag 1). Den akutte toksiske koncentration efter 48 timers 
eksponering blev estimeret til at ligge på mellem 5642,92 og 9563.4 µg/L afhængig af aldersgruppe 
(se tabel 1). Resultatet 37107,4 µg/L skyldes nok for lidt data og er derfor ikke brugbart.   
Estimeringen af effekt koncentration EC50 efter 24 timer blev fundet for alle tre aldersgrupper og 
blev estimeret til at ligge mellem 5164.9 og 10000.1 µg/L (se tabel 2). Efter en eksponeringsperiode 
på 48 timer fandtes en EC50 på mellem 2068.51 og 3296,66 µg/L for de tre aldersgrupper (se tabel 
2). Aldersgrupperne i mellem danner et mønster af at LC50 værdierne stiger med alderen, mens EC50 
værdierne falder med alderen. 
 
Alder i dage Tid i timer   Estimatede LC50 Std. Error 
8 48 5642.92 2207.37 
21 24 18236.9 11406 
21 48 37107.4 49115.3 
34 24 19847.2 15293.1 
34 48 9563.4 4666.39 
Tabel 1: Estimat af den akutte toksicitet koncentration (LC50) efter dimethoat eksponering af H. azteca i henholdsvis 24 timer og 48 
timer 
 
Alder i dage Tid i timer   Estimatede EC50 Std. Error 
8 24 10000.1 468.03 
8 48 3296.66 1331.19 
21 24 5164.9 1392.65 
21 48 2068.51 594.51 
34 24 6182.6 1052.44 
34 48 2974.4 484.49 
Tabel 2 Estimat af den akutte effekt koncentration (EC50) efter dimethoat eksponering af H. azteca i henholdsvis 24 timer og 48 timer 
 
Forsinkede effekter 
 
Resultaterne for det forsinkede effekt forsøg for aldersgruppen 31 dage med H. azteca havde af ikke 
kendte årsager ingen reproduktion i de tre aldersgrupper og ved alle koncentration, samt kontrollen. 
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Dette betød, at data fra aldersgruppen 31 dage er blevet undladt i præsentation af reproduktionsdata, 
og at perioden til først reproduktion også undlades pga. manglende reproduktion. Foruden dette 
havde pardannelsen for aldersgruppen 31 dage også, så markant anderledes udformning for end de 
andre to aldersgrupper i både test koncentrationer og kontrollen, at den også er undladt. 
 
Reproduktion 
 
Kontrol reproduktionsdata for det kumulerede antal af unger observeret gennem hele forsøget for H. 
azteca i aldersgruppen 8 dage (7-9) var gennemsnitligt 47 unger per par, og standardafvigelsen blev 
fundet til at være 25,6. 2-way ANOVA viste at der ingen signifikant forskel på 0 µg/L, 100 µg/L og 
2400 µg/L for aldersgruppen 8 dage (p = 0,302). For H. azteca i aldersgruppen 22 dage var 
gennemsnitligt 41,6 unger per par, og standardafvigelsen blev fundet til at være 21,4. Mønsteret for 
den gennemsnitlige reproduktion over hele forsøgsforløbet ser ens ud for aldersgrupperne med en 
lille forsinkelse i aldersgruppens 22 dage (se figur 6), 2-way ANOVA viste at der signifikant forskel 
på 0 µg/L, 100 µg/L og 2400 µg/L for aldersgruppen 22 dage forskel (p = 0,003). 
 
Figur 6 Graf af reproduktion af H. azteca i aldersgrupperne 8 og 22 dage ved kontrol koncentration, 0 ug/L dimethoat. 
Reproduktionsdata for koncentration 100µg/L for det kumulerede antal af unger observeret gennem 
hele forsøget for H. azteca i aldersgruppen 8 dage (7-9) var gennemsnitligt 36,7 unger per par og 
standardafvigelsen blev fundet til at være 22,2. 2-way ANOVA viste ingen signifikant forskel på 0 
µg/L, 100 µg/L og 2400 µg/L for aldersgruppen 8 dage (p = 0,302). For H. azteca i aldersgruppen 
22 dage var gennemsnitligt 33,125 unger per par og standardafvigelsen blev fundet til at være 24,6. 
Mønsteret for den gennemsnitlige reproduktion over hele forsøgsforløbet ser igen ens ud for 
aldersgrupperne med en lille forsinkelse i aldersgruppens 22 dage (se figur 7), 2-way ANOVA viste 
signifikant forskel på 0 µg/L, 100 µg/L og 2400 µg/L for aldersgruppen 22 dage forskel (p = 0,003). 
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Figur 7 Graf af reproduktion af H. azteca i aldersgrupperne 8 og 22 dage ved koncentration, 100 ug/L dimethoat. 
Reproduktionsdata for koncentration 2400 µg/L for det kumulerede antal af unger observeret 
gennem hele forsøget for H. azteca i aldersgruppen 8 dage (7-9) var gennemsnitligt 47,4 unger per 
par og standardafvigelsen blev fundet til at være 17,3. 2-way ANOVA vist at der ingen signifikant 
forskel på 0 µg/L, 100 µg/L og 2400 µg/L for aldersgruppen 8 dage (p = 0,302). For H. azteca i 
aldersgruppen 22 dage var gennemsnitligt 13,75 unger per par, og standardafvigelsen blev fundet til 
at være 2,7. Mønsteret for den gennemsnitlige reproduktion over hele forsøgsforløbet ser igen ens 
ud for aldersgrupperne med en lille forsinkelse i aldersgruppens 22 dage (se figur 8), 2-way 
ANOVA vist at der signifikant forskel på 0 µg/L, 100 µg/L og 2400 µg/L for aldersgruppen 22 dage 
forskel (p = 0,003). 
 
 
 
Figur 8 Graf af reproduktion af H. azteca i aldersgrupperne 7-9 og 22 dage ved koncentration, 2400 ug/L dimethoat 
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Pardannelse 
 
Pardannelsen for de to aldersgrupper 8 og 22 dage kunne tyde på at være mere afhængig af alderen 
af H. azteca end af puls koncentration af dimethoat, hvis grafen linjen for kontroller følges får både 
de 8 og 22 dage gamle H. azteca (se figur 9 a og b) kunne det tyde på at pulseksponering af 
dimethoat ingen større effekt havde på pardannelse i forhold til de anvendte koncentrationer. 
Forskellen i tiden til første observerede pardannelse mellem H. azteca 8 og 22 dage gamle var 2 
dage, og de første 12 par blev dannet på mellem 21 og 23 dage efter det første par var dannet ved 39 
dage efter eksponering, se figurer 9 a og b. (se bilag 3) 
a) 
  
b) 
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Figur 9 graf a og b illustrer pardannelsen af H. azteca af tre forskellige aldersgrupper efter eksponering til 
100 µg/L dimethoat i 24 timer eller efter eksponering til 2400 µg/L dimethoat i en time.  
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Overlevelse 
 
Optælling af overlevelsen efter den forsinkede effekt eksponering af H. azteca i de tre aldersgrupper 
ved forsøgets slutning, som var minimum 56 dage efter sidste pardannelse, hvorefter alle par havde 
haft reproduktion, viste, at krebsdyr eksponeret i aldersgruppen 8 dage har en over 80 % 
overlevelse, (se tabel 3) efter en total levetid på 110 dage. Krebsdyr i aldersgruppen 22 dage havde 
en overlevelsesprocent på over 80 % ved pulseksponeringen på 100 µg/L, mens 
overlevelsesprocenten i kontrollen og ved pulseksponeringen var på henholdsvis 65 % og 58,3 % 
(se tabel 3), efter en total levetid på 114 dage. Overlevelsesprocenten af H. azteca i aldersgruppen 
31 dage var markant lavere end de andre aldersgrupper (se tabel 3), dette kunne hænge sammen 
med andre uforklarlige resultater, men efter en total levetid på 80 dage blev forsøget lukket ned.   
Overlevelse i procenter    
Alder på H. azteca ved 
eksponering Kontrol 100 µg/L 2400 µg/L 
8 dage 81,7 ± 14,4 80 ± 16,3 95 ± 5 
22 dage 65 ± 17 84,2 ± 12,8 58,3 ± 14,0 
31 dage 45 ± 15,1 16,7 ± 7,5 31,7 ± 9,3 
Tabel 3 viser overlevelse af H. azteca i forskellige aldersgrupper i procent efter dimethoat eksponering til to forskellige 
koncentrationer og eksponeringstid, 100 µg/L i 24 timer og 2400 µg/L i en time. Efter et forsøgsforløb på minimum 56 dage, hvor 
alle udtagende par. 
 
Periode indtil første reproduktion 
 
Gennem det forsinkede effekt forsøg blev tiden registreret (i dage), og perioden til første 
reproduktion blev observeret efter eksponering til dimethoat i de tre aldersgrupper dette gør det 
muligt at vurdere om pardannelsen er blevet påvirket (se tabel 4). Forsinkelsen i reproduktion 
mellem aldersgrupperne 8 og 22 dage var ikke at observere ved kontrol eksponeringen, ved 
koncentrationen 100 µg/L eller ved eksponering over 24 timer (se tabel 4). Der var ingen 
reproduktion observeret ved eksponering i aldersgruppen 31 dage, se tabel 4. 
 
 
Tid til første reproduktion 
i dage    
Alder på H. azteca ved 
eksponering Kontrol 100 µg/L 2400 µg/L 
8 dage 58 ± 6 60 ± 3,5 56 ± 6,9 
22 dage 57,5 ± 2,1 60 ± 0 57 ± 2,1 
31 dage Ingen Ingen Ingen 
Tabel 4 Først observerede reproduktion efter dimethoat eksponering til to forskellige koncentrationer og eksponeringstid, 100 µg/L i 
24 timer og 2400 µg/L i en time. 
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Vandprøve koncentrationer 
 
Dimethoatkoncentratioer fra akut effekt og forsinket effekt forsøgene blev målt med GC/MS efter at 
være blev opkoncentreret med Stata-X 33 søjler. Genfindelsesreference Phenanthrene-d10 på 
henholdsvis 4 og 10 μg/L havde begge en konstant genfindelse (se bilag 8). 
Vandprøver taget ved starten af det forsinkede effekt forsøg viste, at koncentrationerne fra 
eksponering af H. azteca i aldersgrupperne 8 og 22 dage lå tæt på den forventede koncentration, se 
tabel 5. Koncentration som aldersgruppen på 31 dage blev eksponeret til var markant højere, se 
tabel 5.  Eksponeringen som havde en varighed på 24 timer havde en koncentration på 171,9 µg/L, 
altså 71,9 % højere end forventet.  Eksponeringen som havde en varighed på 1 time havde en 
koncentration på 3916,2 µg/L, altså 63,2 % højere end forventet. 
 
Forventede start koncentrationer i 
µg/L 
(Alder af dyrene) Faktiske konc. i µg/L 
100   (8 dage) 93,35 
100 (22 dage) 101,05 
100   (31 dage) 171,9 
2400 (8 dage) 2779,15 
2400  (22 dage) 2569,85 
2400  (31 dage) 3916,2 
kontrol 0 
Tabel 5 viser koncentrationen af dimethoat ved starten af forsinkede effekt forsøget. Til venstre ses den forventede 
eksponeringskoncentration og til højre  ses den faktiske eksponeringskoncentration 
 
 
 
Vandprøver taget ved starten og slutningen viste, at der blev observeret et gennemsnitligt fald i 
koncentrationen på omkring 6 % for forsøgene med H. azteca i aldersgrupperne 21 dage og 31 dage 
og et fald på omkring 28 % i forsøget med aldersgruppen 8 dage (se tabel 6). 
 
Forventede 
koncentrationer i µg/L    
Start koncentration 
8 dage i 
µg/L 
21 dage 
i µg/L 
34 dage 
i µg/L 
0 0 0 0 
300 353,5 355 352 
600 630 589,5 614,5 
1200 1069,5 1071 1105 
2400 2079,5 2080 2012 
4800 4399,5 4813 4022 
10000 8639 9572 9172 
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Forventede 
koncentrationer i µg/L    
Slut koncentraion 
8 dage i 
µg/L 
21 dage 
i µg/L 
34 dage 
i µg/L 
0 0 0 0 
300 208 354 362 
600 511 592,5 646 
1200 856,5 1087,5 1078 
2400 1576 2140 1966 
4800 4001,5 3815 3359 
10000 7624 8260,5 7641,5 
Tabel 6 viser start og slut koncentration fra det akutte effekt forsøg, hvor de forventede koncentrationer ses til venstre og de målte 
koncentrationer står til højere for alle tre eksponerede aldersgrupper. 
 
Måling af pH, oxygen og hårdhed af vand 
 
Målinger af det akutte toksicitet forsøg, viste at oxygen indholdet i de tre forsøg var over 5,34 
mg/L, og derfor overholdt vandkvalitetstandarden sat af US EPA. Vandets hårdhed blev målt til 106 
mg/L CaCO3 og lå derfor også inden for vandkvalitetstandarden sat af US EPA. Måling af pH viste, 
at alle vandprøverne havde en pH mellem 7,8 og 8,2 CaCO3 og derfor lå inden for US EPA 
vandkvalitetsstandard (US EPA, 2000) (se bilag 6 for flere detaljer). 
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Diskussion 
 
Dosis respons 
 
Akut effekter 
 
I akut effekt forsøget blev de eksponerede H. azteca opdelt i to kategorier; dem som fik en dødelig 
dosis (LC50); og dem som blev immobiliserede (EC50). De tre aldersgrupper, 8 dage, 21 dage og 
34 dage gamle individer, fik som nævnt 7 koncentrationer af dimethoat, 300, 600, 1200, 2400, 4800 
og 10000 µg/L og blev observeret efter 1, 24 og 48 timers eksponering. Det akutte effekt forsøg 
havde to grundlæggende formål at give et billede dels af den akut toksiske koncentration eller den 
dødelige dosis (LC50) og dels af effekt koncentration (EC50) af dimethoat i forhold til H. azteca. 
Selvom den valgte test (US EPA 1994 og OCED 2004) er beregnet til at give et billede af LC50 og 
EC50 efter en 48 timers eksponering, gav forsøget også muligheden for at undersøge, om der var 
tydelige effekter af dimethoat toksiske egenskaber efter 1 time og 24 timers eksponering. Det viste 
sig dog, at ingen synlige effekter var at observere efter en 1 times eksponering (se bilag 1). 
Undersøgelser af effekterne fra dimethoat og dets metabolitter kan give en mulig forklaring på dette 
resultat. Et studie af phosphorodithioater har vist, at stofgruppen er en meget dårlig hæmmer af 
AChE i forhold til dens oxidative afsvovlede analog testet på cholinesterasen i menneskeblod og på 
husfluer. De fandt den oxidative analog til at være en 1000 gange kraftigere hæmmer end dimethoat 
(Lucier & Menzer, 1970). Hvis dette tages i betragtning i forhold til en undersøgelse, som påviste at 
tegn på forgiftning af den oxidative analog først viser sig efter 5-60 min, og at forsøg på rotter og 
katte, der bliver behandlet med en oraldosis i forskellige koncentrationer mellem 50 til 300 mg/kg, 
først fik observeret dimethoat i blodet 30 min efter indtagelse og først opnåede et maksimum 
dimethoat i blodet efter 60 til 90 min (Watson, M 2014), kunne det tyde på, at effekterne af 
dimethoat først kan observeres efter mere end en time. Årsagen kan være, at optagelse og den 
metaboliske biotranformering af dimethoaten til den oxidative analog ikke er øjeblikkelig. 
Miljøstryelsen har udført forsøg på Daphnia magna, hvor effekten af op til 20 mg/L dimethoat først 
observeres efter 2 timers eksponering (Miljøstyrelsen 2006), hvilket peger i samme retning.   
 
I tabel 1 kan det observeres, at efter både 24 og 48 timer blev LC50 estimeringen beregnet af R-
programmet til varierende og høje koncentrationer. Sammenlignes resultaterne for LC50 efter 24 
timer og 48 timer med LC50 værdier anført i kendt litteratur, må det konstateres, at de fundne LC50 
ikke giver noget klart billede af toksiciteten af dimethoat for H. azteca. Undersøgelser af andre 
krebsdyr har resulteret i markant lavere LC50 værdier for eksempel; Daphnia Magna og Gammarus 
lacustris, hvor LC50 blev målt til henholdsvis 2500 og 200 µg/L (Roast et al., 1998 og Kuo et al., 
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2012). De høje LC50 efter 24 og 48 timer skyldes sandsynligvis, at beregningen kun bestod af 10 
individer per koncentration, hvoraf der var en lav dødelighed ved de valgte koncentrationer og de 
valgte koncentrationers styrke spredning. 
 
Den akutte EC50 af dimethoat af H. azteca efter en eksponering på 24 timer blev estimeret til at 
være næsten dobbelt så høj for H. azteca i aldersgruppen 8 dage i forhold til koncentrationerne 
estimeret for aldersgrupperne 21 og 34 dage. Det kunne også observeres i resultaterne efter 48 
timers eksponering, at den akutte effekt koncentration var højere for aldersgruppen 8 dage end for 
de andre to aldersgrupper dog med end mindre forskel i koncentrationer. EC50 koncentrationerne 
estimeret af dimethoat efter 48 timers eksponering lå mellem 2068,51 og 3296,66 µg/L. Disse 
koncentrationer ligger ikke langt fra EC50 konstateret i litteraturen for Daphnia Magna, der er 
fundet til 2000 µg/L efter en 48 timers eksponeringer (Johnson et al., 2007) og 4700 µg/l efter en 24 
timers eksponering (Borch og Jacobsen, 2001). Dette kunne tyde på at dimethoat har en effekt på H. 
azteaca, men at sensitivt over for er lavere end mange andre testede krebsdyr og at H. azteca skal 
eksponeres til meget høje koncentrationer af dimethoat før koncentrationen er en dødelig 
koncentration. Dette resultat modstrider udsagn om at H. azteca skulle være et idealt dyr at teste 
toksiske stoffer og regnes for at sensitiv over for forurene stoffer (Othman and Pascoe, 2001).  
 
Reproduktion 
 
Eksponeringseksperimenterne viste, at reproduktion ikke var signifikant forskellig ved en 
pulseksponering til dimethoat på 100 µg/L i 24 timer eller 2400 µg/L i 1 time i forhold til kontrollen 
for dyr, der blev eksponeret som 8 dage gamle. Dette betyder, at en pulseksponering til dimethoat i 
lave koncentrationer skal forløbe i længere tid og at eksponering i kort tid skal være ved en højere 
koncentration for at have en virkning på dyr, der er 8 dage gamle. 
Eksponeringseksperimenterne viste, at reproduktion for dyr der blev eksponeret i alderen 22 dage 
var signifikant forskellig ved pulseksponering på 0 µg/L (kontrollen), 100 µg/L og 2400 µg/L. 
Denne forskel kan også ses på figur 6, 7 og 8, hvor grafen viser, at dyrene der er 22 dage producerer 
markant mindre afkom end krebsdyr i samme aldersgruppe. Figur 8 illustrerer også en forskel i 
antallet af unger mellem H. azteca i aldersgrupperne 8 og 22. Dette kunne betyde, at alderen spiller 
en vigtigere rolle i forhold til toksicitet følsomhed. Dette resultat understøttes af litteraturen 
(Pedersen et al., 2013, Roast et al., 1998). En anden betydning af dette resultat er, at 
pulseksponering med høj koncentration med en kortvarig eksponeringstid har en mere skadelig 
effekt på reproduktion end pulseksponering med lav koncentration og langvarig eksponeringstid for 
ældre organismer. Dette kunne betyde at den pulseksponering, som H. azteca bliver eksponeret fra 
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pesticidbrug, overfladeafstrømning eller dræning fra marker (Kuo er al., 2012, Cold and Forbes, 
2004, Reinert et al., 2002, Andersen et al., 2006) sandsynligvis er mere skadelig for H. azteca end 
standard økotoksiske undersøgelser ville påvise efter et akut toksicitet test, hvilket undersøgelser på 
G. pulex også har vist (Cold and Forbes, 2004). Det gennemsnitlige antal afkom produceret af H. 
azteca i aldersgruppen 22 dage falder også i forhold til kontrollen ved begge eksponeringer, mens 
dette ikke ses ved aldersgruppen 8 dage. Forsøg fortaget af Miljøstyrelsen på Daphnia magna med 
organofosfaterne dimethoat og pirimicarb viste begge at en pulseksponering både gav en forsinkelse 
og et fald i samlet antal afkom produceret over en 21 dage periode efter eksponering var ophørt 
(Miljøstyrelsen 2006). Dette kunne igen tyde på at alderen har en vigtig betydning for H. azteca ved 
eksponering, da aldersgruppen 8 dage ikke havde det samme falde i afkom produceret. 
 
Pardannelse 
 
Resultaterne viser at pardannelse næsten ikke er forskellige hvis man sammenligner de to 
aldersgrupper 8 og 22 dage i hverken kontrollerne eller ved eksponeringskoncentrationerne. 
Pardannelse starter dog først efter 37 dage efter eksponering for individer 8 dage ved eksponering, 
og først 41 dage efter eksponering for individer der var 22 dage ved eksponering. Andre studier af 
pardannelsen hos H. azteca dokumenterer pardannelse påbegyndt allerede dag 23, altså ca. 14 dage 
før, men blev holdt ved 22C° (Othman and Pascoe, 2001). Dette kunne tyde på, at andre faktorer 
end dimethoat forstyrrer pardannelsen. Faktor som temperatur er afgørende for, hvornår 
krebsdyrene bliver kønsmodne (Othman and Pascoe, 2001, DeMarch, 1978), samt lysperiode, 
opløst oxygen, pH, fødevaremængde og -kvalitet har indvirkning på udviklingen af H. azteaca 
(Othman and Pascoe, 2001). Denne forstyrrelse kunne derfor godt være temperatur idet dette er en 
afgørende faktor for hvornår H. azteca bliver kønsmodne. Studier har vist, at miljømæssige 
forandringer kan forstyrre pardannelsen hos andre amfipoder (Pascoe et al., 1994, Cold and Forbes, 
2004), og studier har vist, at den amplexus pardannelse, som H. azteca danner, svækkes af 
pesticider (Blockwell et al., 1998, Pedersen et al., 2013). Det kunne også være en forklaring på 
hvorfor pardannelsen var forsinket. 
 
Periode indtil første reproduktion 
 
Gennemsnittet af data for perioden til første reproduktion hos de to aldersgrupper ved de to 
koncentrationer giver et meget ens resultat. Kun ved 2400 µg/L er der en mindre forskel på den 
gennemsnitlige periode indtil H. azteca parrene reproducerede første gang. Undersøgelser af 
Pedersen (2012), hvor H. azteca blev pulseksponeret til insekticidet permethrin i aldersgruppen 8 
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dage viste, at eksponerede krebsdyr ikke havde en forsinket reproduktion (Pedersen, 2012). Den 
gennemsnitlig tid til først reproduktion for kontrollen i S. Pedersen forsøg, viste at H. azteca havde 
46 dage (± 3,8) til først reproduktion. Sammenlignes dette med tid for første reproduktion i 
resultaterne for kontrollerne ses det at det tog gennemsnitligt 58 ± 6 dage for aldersgruppen 8 dage 
og 57,5 ± 2,1 dage for aldersgruppen 22 dage. Det vil altså sige at det tog ca. 10 dage længere før 
reproduktion kunne observeres og da der ikke blive observeret markant forskel i tiden til først 
reproduktion mellem kontrollerne og eksponeringskoncentrationerne kunne det tyder på, at andre 
faktorer måske kunne indvirke på reproduktionen. Denne forsinkelse kunne skyldes temperatur 
(Othman and Pascoe, 2001, DeMarch, 1978), men også lysperiode, opløst oxygen, pH, 
fødevaremængde og -kvalitet har indvirkning på udviklingen af H. azteaca (Othman and Pascoe, 
2001).  
 
Overlevelse 
 
Den total overlevelse af krebsdyr efter henholdsvis 110 dage for aldersgruppen 8 dage og 114 dage 
for aldersgruppen 22 var markant lavere hos den ældre aldersgruppe i kontrollen og efter 
eksponeringen 2400 µg/L i en time. Forsøg med H. azteca og organofosfatet permethrin har vist at 
korte pulseksponeringer med højere koncentration nedsætter overlevelsen fra 88 % ± 9,8 % i kontrollen 
til 38,3 % ± 13,3 % ved en permethrin koncentration på 2,7 µg/L (Pedersen 2012). Dette kunne tyde 
på at dimethoat ligesom organofosfatet permethrin ved høje koncentrationer nedsætter overlevelsen. 
 
Vandprøve koncentrationer 
 
Ud fra vandprøve koncentrationerne for aldersgruppen 31 dage kunne det tyde på at fejl blev lavet 
ved tilføjelsen af dimethoat. Denne fejl kunne være måske være forklaringen på den manglende 
reproduktion og de skæve pardannelse resultater. Dette flytter faktisk 
pulseksponeringskoncentrationen op i nærheden af EC50 koncentrationen a for Daphnia Magna 
4700 µg/l efter en 24 timers eksponering (Borch og Jacobsen, 2001) og over EC50 koncentrationen 
estimeret for H. azteca over en 48 timers eksponering. Ifølge litteraturen kunne en maksimalt 
niveau af dimethoat måles i blodet på rotter og katte efter 60 til 90 min (Watson, M 2014), hvilket 
betyder at det samme kunne gælde for H. azteca, som derfor ville kunne nå at få den fulde effekt af 
dimethaoten, dog kun i kort tid. Det integrerede eksponeringsforsøg gør at den lavere koncentration 
på 171 µg/L over en 24 timers periode potentielt kunne være lige så skadeligt for H. azteca som den 
høje korte koncentration. Desværre har der ikke været tid til at gentage forsøget med højere 
koncentrationer, så dette kan ikke eftervises. 
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Konklusion 
 
Resultaterne fra dette studie viser en pulseksponering til dimethoat for H. azteca kan have 
forsinkede effekter og kan have indvirkning på reproduktion og overlevelse efter en times 
eksponering af dimethoat med en koncentration på 2400 µg/L. Reproduktion havde ingen ændring 
for krebsdyr, der var 8 dage gamle ved eksponering, men vist en signifikant nedgang for krebsdyr 
22 dage gamle ved eksponering. Overlevelsen var også markant højere for H. azteca, der blev 
eksponeret i aldersgruppen 8 dage frem for 22 dage ved en koncentration på 2400 µg/L. Dette 
kunne tyde H. azteca efter en vist alder kan tage langvarig skade af dimethoat. Dette kunne måske 
betyde at dimethoat har et toksisk kumulativ kemikalie for H. azteca eller detoksificering af 
dimethoat går langsommere i ældre H. azteca. 
Dette kunne betyde at en enkelt pulseksponering ved høj koncentration kunne have stor indflydelse 
på populationen af H. azteca, når både overlevelsen og reproduktion går ned af.  
Det akutte toksicitet billede tegnet af aldersgrupperne i mellem giver et mønster, hvor den akutte 
toksicitet (LC50) er lavere, hvor individerne er yngre, mens effekt koncentrationen (EC50) virker til 
at gå den anden vej, hvor ældre dyr er mere påvirkede end yngre. Begge disse resultater går imod 
den normale økotoksiske tankgang, der siger at yngre individer er mere følesomme over for 
pesticider.  
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Bilag 
 
Bilag 1 
7-9 dage 
  
21 dage 
  
34 dage 
  
  
1 time 
  
1 time 
  
1 time 
ug/L Immobil død ug/L Immobil død ug/L Immobil død 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
100 0 0 100 0 0 100 0 0 
600 0 0 600 0 0 600 0 0 
1200 0 0 1200 0 0 1200 0 0 
2400 0 0 2400 0 0 2400 0 0 
4800 0 0 4800 0 0 4800 0 0 
10000 0 0 10000 0 0 10000 0 0 
 
24 timer 
  
24 timer 
  
24 timer 
 
 
Immobil død 
 
Immobil død 
 
Immobil død 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
100 0 0 100 0 0 100 0 0 
600 0 0 600 1 0 600 0 0 
1200 0 1 1200 1 0 1200 0 1 
2400 0 0 2400 2 0 2400 0 0 
4800 0 1 4800 3 1 4800 0 2 
10000 5 5 10000 6 2 10000 6 3 
 
48 timer 
  
48 timer 
  
48 timer 
 
 
Immobil død 
 
Immobil død 
 
Immobil død 
0 1 1 0 1 1 0 1 0 
100 0 1 100 2 0 100 0 0 
600 1 2 600 0 1 600 0 1 
1200 2 1 1200 2 0 1200 0 1 
2400 2 1 2400 3 1 2400 0 1 
4800 1 2 4800 5 3 4800 5 4 
10000 0 10 10000 8 2 10000 5 5 
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Bilag 2 
LC50 og EC50 værdier bilag 
LC50 8 dage gamle dyr fra 48 timer: 
 
Estimated effective doses 
 
     Estimate Std. Error 
LC10: 1:10   594.58     372.73 
LC50: 1:50  5642.92    2207.37 
LC90: 1:90 53554.22   53566.41 
LC50 21 dage gamle dyr 24 timer: 
 
 
Estimated effective doses 
 
     Estimate Std. Error 
1:10   6343.9       2050 
1:50  18236.9      11406 
1:90  52426.1      64677 
LC50 21 dage gamle dyr 48 timer: 
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Estimated effective doses 
 
     Estimate Std. Error 
1:10   1896.7     1264.8 
1:50  37107.4    49115.3 
1:90 725995.7  2041407.8 
LC50 34 dage gamle dyr 24 timer: 
 
Estimated effective doses 
 
     Estimate Std. Error 
1:10   3046.4     1397.6 
1:50  19847.2    15293.1 
1:90 129304.0   208395.1 
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LC50 34 dage gamle dyr 48 timer: 
 
Estimated effective doses 
 
     Estimate Std. Error 
1:10   1146.0     636.52 
1:50   9563.4    4666.39 
1:90  79804.8   93768.35 
 
EC50 8 dage gamle dyr fra 24 timer: 
 
Estimated effective doses 
 
     Estimate Std. Error 
1:10   8499.5    6285.37 
1:50  10000.1     468.03 
1:90  11765.7    8717.07 
 
EC50 8 dage gamle dyr fra 48 timer: 
38 
 
 
Estimated effective doses 
 
     Estimate Std. Error 
1:10   194.43     171.53 
1:50  3296.66    1331.19 
1:90 55896.01   62933.32 
 
EC50 21 dage gamle dyr fra 24 timer: 
 
 
Estimated effective doses 
 
     Estimate Std. Error 
1:10   1121.0     479.04 
1:50   5164.9    1392.65 
1:90  23795.8   14456.87 
EC50 21 dage gamle dyr fra 48 timer: 
39 
 
 
Estimated effective doses 
 
     Estimate Std. Error 
1:10   279.55     172.73 
1:50  2068.51     594.51 
1:90 15305.78    9589.23 
 
EC50 34 dage gamle dyr fra 24 timer: 
 
Estimated effective doses 
 
     Estimate Std. Error 
1:10   2835.0     743.85 
1:50   6182.6    1052.44 
1:90  13483.5    4344.11 
 
EC50 34 dage gamle dyr fra 48 timer: 
40 
 
 
Estimated effective doses 
 
     Estimate Std. Error 
1:10   1313.5     348.62 
1:50   2974.4     484.49 
1:90   6735.4    1861.32 
 
 
 
 
Bilag 3 
 
37 39 42 44 46 48 50 53 60 
 
####### ##### ##### ###### ##### ### #### ###### ## 
 
7-9 dage  
       kontrol 41 43 46 48 50 52 54 57 64 
1 0 0 0 2 0 0 0 0 0 
2 0 0 1 1 0 0 0 0 0 
3 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
4 0 0 1 1 0 0 0 0 0 
5 1 0 1 0 0 0 0 0 0 
6 0 0 0 1 0 1 0 0 0 
 
1 1 4 10 11 12 12 12 12 
          100 µg/L 41 43 46 48 50 52 54 57 64 
1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
4 2 0 0 0 0 0 0 0 0 
5 0 2 0 0 0 0 0 0 0 
6 0 1 1 0 0 0 0 0 0 
 
6 11 12 12 12 12 12 12 12 
          2400 µg/L 41 43 46 48 50 52 54 57 64 
1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
2 0 1 0 0 0 0 1 0 0 
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3 0 2 0 0 0 0 0 0 0 
4 0 1 0 0 0 1 0 0 0 
5 0 0 2 0 0 0 0 0 0 
6 2 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
3 8 10 10 10 11 12 12 12 
3 uger 
         kontrol 37 39 42 44 46 48 50 53 60 
1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 
2 0 0 0 0 1 0 1 0 0 
3 0 1 1 0 0 0 0 0 0 
4 0 1 0 0 1 0 0 0 0 
5 0 0 0 0 0 0 0 2 0 
6 0 1 0 1 0 0 0 0 0 
 
0 4 6 7 9 9 10 12 12 
100 µg/L 37 39 42 44 46 48 50 53 60 
1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 
2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 
3 0 0 2 0 0 0 0 0 0 
4 0 1 1 0 0 0 0 0 0 
5 0 2 0 0 0 0 0 0 0 
6 0 1 0 0 0 1 0 0 0 
 
0 7 11 11 11 12 12 12 12 
2400 µg/L 37 39 42 44 46 48 50 53 60 
1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 
2 0 0 2 0 0 0 0 0 0 
3 0 0 0 0 2 0 0 0 0 
4 0 2 0 0 0 0 0 0 0 
5 0 0 2 0 0 0 0 0 0 
6 0 0 0 1 0 0 0 0 1 
 
0 2 7 9 11 11 11 11 12 
 
 
Bilag 5 
 
Kalibreringsrække: 
 
Stam opl Dimethoat 10 mg/10 ml= 1000µg/ml (opl A 0,5 ml fyldes i 5 ml=100µg/ml) opløses i 
Toluen 
Int std. Phenanthrene D10 7,5 mg/10 ml =750µg/ml opl A 0,5ml I 5 ml= 75µg/ml 
  
0,125 ml stock i 5 ml er total 125µg pr ml 25 +53,3µl int. Std opl A = 4µg total og 0,8µg/ml 
0,075 ml  “-“                                   75µg             15      ”-” 
0,050 ml   “-“                                   50µg            10       ”-” 
0,025 ml    “-“                                  25µg              5       ”-” 
0,01 ml      ”-”                                    10µg            1       “-“ 
0,02 ml    opl A                                    2µg           0,4     “-“ 
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Forsinkede forsøg 
 
Akut forsøg 
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Bilag 6 
pH, oxygen og vandhårdhed 
 
 
7-9 dage Temp: 20,8 C 
 
pH 
Oxygen i 
mg/L procent 
kontrol 7,67 6,07 68 
100 7,62 5,69 63 
600 7,78 5,8 64 
1200 7,82 5,77 64 
2400 7,82 5,74 64 
4800 7,8 5,7 63 
10000 7,84 5,81 64 
std 0,084824749 0,12880402 1,70433621 
gennemsnit 7,764285714 5,79714286 64,2857143 
pH, oxygen og vandhårdhed 
 
 
21 dage Temp: 21,1 C 
 
pH 
Oxygen i 
mg/L procent 
kontrol 8,59 5,41 62 
100 8,03 5,94 68 
600 7,89 5,68 65 
1200 7,93 5,83 67 
2400 7,91 5,84 66 
4800 7,83 5,99 67 
10000 7,85 5,98 67 
std 0,266261597 0,20672042 2 
gennemsnit 8,004285714 5,81 66 
pH, oxygen og vandhårdhed 
 
 
34 dage Temp: 20,6 C 
 
pH 
Oxygen i 
mg/L procent 
kontrol 7,92 5,74 64 
100 7,96 5,6 63 
600 7,97 5,75 64 
1200 7,98 6,25 66 
2400 7,94 6,06 65 
4800 7,98 6,25 67 
10000 7,97 6,51 69 
std 0,02236068 0,33544569 2,07019668 
gennemsnit 7,96 6,02285714 65,4285714 
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Bilag 7 
 
▼File: G:\tsbeyer\statetisk.syz 
 
 
Number of Variables : 8 
Number of Cases : 210 
 
SYSTAT Rectangular file G:\tsbeyer\statetisk.syz,  
Created data file Wed Oct 30 17:27:18 2013 containing variables: 
 
KONC DAGE REPRO EXPALDER DAGE2 KONC2 
REPRO2 VAR(1)         
 
▼General Linear Model 
 
 
Effects coding used for categorical variables in model. 
The categorical values encountered during processing are 
 
Variables Levels 
KONC (3 levels) 0,000 100,000 2.400,000     
DAGE (15 levels) 48,000 50,000 57,000 61,000 64,000 
  65,000 69,000 76,000 83,000 85,000 
  90,000 93,000 99,000 106,000 114,000 
DAGE2 (15 levels) 44,000 46,000 53,000 57,000 60,000 
  61,000 65,000 72,000 79,000 81,000 
  86,000 89,000 95,000 102,000 110,000 
KONC2 (3 levels) 0,000 100,000 2.400,000     
 
60 case(s) are deleted due to missing data. 
 
Dependent Variable REPRO2 
N 150 
Multiple R 0,766 
Squared Multiple R 0,587 
 
 
Estimates of Effects B = (X'X)
-
1
X'Y 
Factor Level REPRO2 
CONSTANT  9,817 
DAGE2 44,000 -10,653 
DAGE2 46,000 -10,653 
DAGE2 53,000 -10,653 
DAGE2 57,000 -10,453 
DAGE2 60,000 -6,403 
DAGE2 61,000 -6,403 
DAGE2 65,000 -5,603 
DAGE2 72,000 -1,653 
DAGE2 79,000 1,697 
DAGE2 81,000 2,597 
DAGE2 86,000 6,347 
DAGE2 89,000 6,347 
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Estimates of Effects B = (X'X)
-
1
X'Y 
Factor Level REPRO2 
DAGE2 95,000 9,447 
DAGE2 102,000 14,047 
KONC2 0,000 2,358 
KONC2 100,000 1,825 
 
Analyse af variansen i reproduktion observationerne viser, at der var signifikant forskel, p-værdi = 
0,003, var i reproduktion i forhold til koncentrationerne mellem 0 µg/L, 100 µg/L og 2400 µg/L, når 
H. azteca er i aldersgruppen 22 dage (3 uger) ved eksponering.  
 
Analysis of Variance 
Source Type III SS df Mean Squares F-Ratio p-Value 
DAGE2 14.264,723 14 1.018,909 12,659 0,000 
KONC2 953,548 2 476,774 5,923 0,003 
Error 10.705,202 133 80,490     
 
 
Least Squares Means 
Factor Level LS Mean Standard Error N 
DAGE2 44,000 -0,837 2,848 10,000 
DAGE2 46,000 -0,837 2,848 10,000 
DAGE2 53,000 -0,837 2,848 10,000 
DAGE2 57,000 -0,637 2,848 10,000 
DAGE2 60,000 3,413 2,848 10,000 
DAGE2 61,000 3,413 2,848 10,000 
DAGE2 65,000 4,213 2,848 10,000 
DAGE2 72,000 8,163 2,848 10,000 
DAGE2 79,000 11,513 2,848 10,000 
DAGE2 81,000 12,413 2,848 10,000 
DAGE2 86,000 16,163 2,848 10,000 
DAGE2 89,000 16,163 2,848 10,000 
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Least Squares Means 
Factor Level LS Mean Standard Error N 
DAGE2 95,000 19,263 2,848 10,000 
DAGE2 102,000 23,863 2,848 10,000 
DAGE2 110,000 31,813 2,848 10,000 
 
 
 
Least Squares Means 
Factor Level LS Mean Standard Error N 
KONC2 0,000 12,175 1,158 60,000 
KONC2 100,000 11,642 1,158 60,000 
KONC2 2.400, 5,633 1,638 30,000 
 
 
 
 
WARNING  
 
Case 60 is an Outlier (Studentized Residual : 3,687) 
Case 120 is an Outlier (Studentized Residual : 3,692) 
 
Test for Normality 
  Test Statistic p-Value 
K-S Test (Lilliefors) 0,133 0,000 
Shapiro-Wilk Test 0,566 0,000 
 
Durbin-Watson D-Statistic 0,466 
First Order Autocorrelation 0,760 
 
Information Criteria 
AIC 1.101,859 
AIC (Corrected) 1.107,080 
Schwarz's BIC 1.156,050 
 
▼General Linear Model 
 
 
Effects coding used for categorical variables in model. 
The categorical values encountered during processing are 
 
Variables Levels 
KONC (3 levels) 0,000 100,000 2.400,000     
DAGE (15 levels) 48,000 50,000 57,000 61,000 64,000 
  65,000 69,000 76,000 83,000 85,000 
  90,000 93,000 99,000 106,000 114,000 
DAGE2 (15 levels) 44,000 46,000 53,000 57,000 60,000 
  61,000 65,000 72,000 79,000 81,000 
  86,000 89,000 95,000 102,000 110,000 
KONC2 (3 levels) 0,000 100,000 2.400,000     
 
Dependent Variable REPRO 
N 210 
Multiple R 0,819 
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Dependent Variable REPRO 
Squared Multiple R 0,670 
 
 
Estimates of Effects B = (X'X)
-
1
X'Y 
Factor Level REPRO 
CONSTANT  16,353 
KONC 0,000 1,447 
KONC 100,000 -0,993 
DAGE 48,000 -16,386 
DAGE 50,000 -16,207 
DAGE 57,000 -15,707 
DAGE 61,000 -14,314 
DAGE 64,000 -9,457 
DAGE 65,000 -8,886 
DAGE 69,000 -6,564 
DAGE 76,000 -0,957 
DAGE 83,000 0,829 
DAGE 85,000 5,079 
DAGE 90,000 9,007 
DAGE 93,000 9,686 
DAGE 99,000 16,757 
DAGE 106,000 20,079 
 
Statistik anova 2-way systat 
Analyse af variansen i reproduktion observationerne viser, at der ingen signifikant, p-værdi = 0,302, 
forskel var i reproduktionerne mellem 0 µg/L, 100 µg/L og 2400 µg/L, når H. azteca er i 
aldersgruppen 7-9 dage ved eksponering.  
 
Analysis of Variance 
Source Type III SS df Mean Squares F-Ratio p-Value 
KONC 243,077 2 121,539 1,203 0,302 
DAGE 39.366,079 14 2.811,863 27,839 0,000 
Error 19.493,601 193 101,003     
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Least Squares Means 
Factor Level LS Mean Standard Error N 
KONC 0,000 17,800 1,160 75,000 
KONC 100,000 15,360 1,160 75,000 
KONC 2.400, 15,900 1,297 60,000 
 
 
 
 
Least Squares Means 
Factor Level LS Mean Standard Error N 
DAGE 48,000 -0,032 2,687 14,000 
DAGE 50,000 0,146 2,687 14,000 
DAGE 57,000 0,646 2,687 14,000 
DAGE 61,000 2,039 2,687 14,000 
DAGE 64,000 6,896 2,687 14,000 
DAGE 65,000 7,468 2,687 14,000 
DAGE 69,000 9,789 2,687 14,000 
DAGE 76,000 15,396 2,687 14,000 
DAGE 83,000 17,182 2,687 14,000 
DAGE 85,000 21,432 2,687 14,000 
DAGE 90,000 25,360 2,687 14,000 
DAGE 93,000 26,039 2,687 14,000 
DAGE 99,000 33,110 2,687 14,000 
DAGE 106,000 36,432 2,687 14,000 
DAGE 114,000 43,396 2,687 14,000 
 
 
 
 
WARNING  
 
Case 60 is an Outlier (Studentized Residual : -4,141) 
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Test for Normality 
  Test Statistic p-Value 
K-S Test (Lilliefors) 0,148 0,000 
Shapiro-Wilk Test 0,928 0,000 
 
Durbin-Watson D-Statistic 0,442 
First Order Autocorrelation 0,773 
 
Information Criteria 
AIC 1.583,408 
AIC (Corrected) 1.586,989 
Schwarz's BIC 1.643,656 
 
 
Bilag 8 
 
Format 1 Format 2 
  
20 ml 
 
Start of Data X-axis X-axis 
  
Huske at 
gange med 50 
for u/L 
 
 
31-01-2014 
17:42 14 01 31 8 1 kontrol.D Dimethoate 0,00 0,00 µg 
 
31-01-2014 
18:04 14 01 31 8 1 1.D Dimethoate 7,57 7,10 µg 
 
31-01-2014 
18:25 14 01 31 8 1 2.D Dimethoate 7,57 11,79 µg 
 
31-01-2014 
18:47 14 01 31 8 1 3.D Dimethoate 7,57 21,42 µg 
 
31-01-2014 
19:09 14 01 31 8 1 4.D Dimethoate 7,57 41,60 µg 
 
31-01-2014 
19:31 14 01 31 8 1 5.D Dimethoate 7,58 96,26 µg 
 
31-01-2014 
19:53 14 01 31 8 1 6.D Dimethoate 7,59 191,44 µg 
 
31-01-2014 
20:36 
14 01 31 10 1 
kontrol.D Dimethoate 0,00 0,00 µg 
 
31-01-2014 
20:58 14 01 31 10 1 1.D Dimethoate 7,57 7,08 µg 
 
31-01-2014 
21:20 14 01 31 10 1 2.D Dimethoate 7,57 11,85 µg 
 
31-01-2014 
21:42 14 01 31 10 1 3.D Dimethoate 7,57 21,75 µg 
 
31-01-2014 
22:04 14 01 31 10 1 4.D Dimethoate 7,57 42,80 µg 
 
31-01-2014 
22:26 14 01 31 10 1 5.D Dimethoate 7,58 76,30 µg 
 
31-01-2014 
22:47 14 01 31 10 1 6.D Dimethoate 7,58 165,21 µg 
 
31-01-2014 
23:31 
14 01 31 13 1 
kontrol.D Dimethoate 0,00 0,00 µg 
 
31-01-2014 
23:53 14 01 31 13 1 1.D Dimethoate 7,57 7,04 µg 
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01-02-2014 
00:15 14 01 31 13 1 2.D Dimethoate 7,57 12,29 µg 
 
01-02-2014 
00:37 14 01 31 13 1 3.D Dimethoate 7,57 22,10 µg 
 
01-02-2014 
00:59 14 01 31 13 1 4.D Dimethoate 7,57 40,24 µg 
 
01-02-2014 
01:20 14 01 31 13 1 5.D Dimethoate 7,58 80,44 µg 
 
01-02-2014 
01:42 14 01 31 13 1 6.D Dimethoate 7,59 183,44 µg 
 
01-02-2014 
02:26 
14 01 31 15 1 
kontrol.D Dimethoate 0,00 0,00 µg 
 
01-02-2014 
02:48 14 01 31 15 1 1.D Dimethoate 7,57 7,24 µg 
 
01-02-2014 
03:10 14 01 31 15 1 2.D Dimethoate 7,57 12,92 µg 
 
01-02-2014 
03:32 14 01 31 15 1 3.D Dimethoate 7,57 21,56 µg 
 
01-02-2014 
03:54 14 01 31 15 1 4.D Dimethoate 7,57 39,32 µg 
 
01-02-2014 
04:16 14 01 31 15 1 5.D Dimethoate 7,58 67,18 µg 
 
01-02-2014 
04:38 14 01 31 15 1 6.D Dimethoate 7,58 152,83 µg 
 
01-02-2014 
05:21 
14 01 31 20 1 
kontrol.D Dimethoate 0,00 0,00 µg 
 
01-02-2014 
05:43 14 01 31 20 1 1.D Dimethoate 7,57 7,07 µg 
 
01-02-2014 
06:05 14 01 31 20 1 2.D Dimethoate 7,57 12,60 µg 
 
01-02-2014 
06:27 14 01 31 20 1 3.D Dimethoate 7,57 21,39 µg 
 
01-02-2014 
06:49 14 01 31 20 1 4.D Dimethoate 7,57 41,59 µg 
 
01-02-2014 
07:11 14 01 31 20 1 5.D Dimethoate 7,58 87,99 µg 
 
01-02-2014 
07:33 14 01 31 20 1 6.D Dimethoate 7,59 172,78 µg 
 
29-01-2014 
12:43 14 01 29 kontrol.D Dimethoate 0,00 0,00 µg 
 
29-01-2014 
13:04 14 01 29 100.D Dimethoate 7,57 4,16 µg 
 
29-01-2014 
13:26 14 01 29 600.D Dimethoate 7,57 10,22 µg 
 
29-01-2014 
13:48 14 01 29 1200.D Dimethoate 7,57 17,13 µg 
 
29-01-2014 
14:10 14 01 29 2400.D Dimethoate 7,57 31,52 µg 
 
29-01-2014 
14:32 14 01 29 4800.D Dimethoate 7,58 80,03 µg 
 
29-01-2014 
14:53 14 01 29 10000.D Dimethoate 7,58 152,48 µg 
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29-01-2014 
12:21 14 01 29 Blank 1.D Dimethoate 0,00 0,00 µg 
 
29-01-2014 
15:15 14 01 29 Blank 2.D Dimethoate 0,00 0,00 µg 
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Phenanthrene 
D10 0,00 0,00 µg 
  
 
Phenanthrene 
D10 0,00 0,00 µg 
  Start koncentrationer (alder af 
dyrerne) I ug/200 ml ug/L 
100   (7-9 dage) 18,67 93,35 
100 (22 dage) 20,21 101,05 
100   (31 dage) 34,38 171,9 
2400 7-9 dage 555,83 2779,15 
2400  (22 dage) 513,97 2569,85 
2400  (31 dage) 783,24 3916,2 
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kontrol 0,00 0 
   
   Pilot forsøg 9 koncentrationer fra forsøg start 
 13 11 15 Blank .D 0,00 0 
13 11 21 D1 21 5 13 start.D 15,64 78,2 
13 11 21 D2 21 5 13 start.D 48,83 244,15 
13 11 21 D3 21 5 13 start.D 123,53 617,65 
13 11 21 D4 21 5 13 start.D 107,37 536,85 
13 11 21 D5 21 5 13 start.D 256,53 1282,65 
13 11 21 D6 21 5 13 start.D 438,96 2194,8 
13 11 21 kontrol 21 5 13 start.D 0,00 0 
 
